Introduction Bleaching agents can cause alteration of hard tissues of the tooth. The aim of this study was to evaluate the effect of two different concentrations of carbamide peroxide (10% and 35%) on human enamel microhardness.
INTRODUCTION
For a long time, white teeth have been considered as an indicator of health as well as an important factor of youth and beauty. Looking for the conservative, the least aggres sive and economically acceptable treatment, bleaching teeth has become an important part of dental practice. The first publication regarding vital teeth bleaching tech niques by Haywood and Heymann [1] in 1989 has intro duced a new approach in bleaching teeth. Nowadays, the most frequently used bleaching agents are based on hydrogen peroxide or carbamide peroxide. Carbamide peroxide in concentration of 1022% is the major agent for bleaching vital teeth by home night technique, while the concentration of 35% is used for professional bleach ing of vital teeth in dental office. Carbamide peroxide in situ decomposes into urea, ammonia, carbon dioxide, water and hydrogen peroxide where the latter is the active bleaching substance [2] .
Bleaching agents have effect on chemical / physical and morphological structure of enamel that must be taken into account when this therapy is used. Several studies have shown correlation between changes on the surface of enamel (microhardness, structural changes) and the concentration of bleaching agent [3, 4] .
Past research concerning the effect of carbamide perox ide on dental enamel during teeth bleaching has shown significant contradictions [58] . Some studies claim that changes in enamel structure are minor and return to the original level after bleaching is completed while others declare the opposite. Ferreira et al. [9] found that contact between bleaching gel (pH 5.5) and enamel in a short period of time (not longer than 30 minutes) does not lead to changes in enamel microhardness. On the contrary, the studies of Rotstein et al. [4] , Leonard et al. [10] , Attin et al. [11] and many others reported a significant reduction in microhardness of enamel even after the period of remin eralization. Recent study of Basting et al. [12] showed a significant decrease in microhardness of enamel after application of 10% carbamide peroxide for 8 hours per day during 42 days. The value of microhardness returned to the initial level after remineralization period of 7 days. Research done by Araujo et al. [13] indicated significant reduction of enamel microhardness after application of 10% carbamide peroxide for 1 hour or 7 hours per day during three weeks in both cases. Smidt et al. found lesser reduction of enamel microhardness after exposure to 10% carbamide peroxide gels (6 hours per day during 16 days) with a pH range from 4.3 to 5.5 [14] .
The effect of bleaching products based on high concen trations of carbamide peroxide (35%) and hydrogen perox ide (30 to 38%) used in dental office ("power" bleaching) on biomechanical characteristics of enamel was also eval uated. These concentrations are normally used either as a separate technique or in combination with at home night bleaching technique. Carbamide peroxide in the concen tration of 35% is the highest concentration available at the market and it corresponds to 11.4% of hydrogen perox ide solution. The research performed by Sulieman et al. [15] did not observe a significant change in microhard ness of enamel after application of 35% carbamide perox ide for 30 minutes. The studies done by Attin et al. [11] and Lewinstein et al. [16] indicated a significant reduc tion of enamel microhardness after the treatment with 35% of hydrogen peroxide or 35% of carbamide perox ide fully recovered after the application of 0.05% fluo ride solution. Numerous studies reported different levels of enamel microhardness reduction after application of 35% carbamide peroxide [3, 1720] .
The aim of this study was to examine the effect of carb amide peroxide products in two different concentrations on enamel microhardness.
MATERIAL AND METHODS
Ten intact, noncarious premolars and third molars extracted for orthodontic indications were used in the study. The teeth were divided into two groups of 5 teeth. After extrac tion, the teeth of both groups were immersed in distilled and deionized water at 37°C in order to prevent dehydra tion. The teeth were cleaned in an ultrasonic bath 3 times for 15 minutes. Prior to experiment the teeth were stored in artificial saliva in a water bath at the temperature of 37°C for 24 hours. Using a low speed diamond disc the root was cut 23 mm from the enamelcement junction in apical direction. The teeth were sectioned in mesio distal direction using a diamond disc (Brasseler Gebr. & COMET, Germany) at low speed giving the two halves, one was experimental and one was control sample. Each half was embedded into autopolymerizing acrylate (SimgalR, Galenika) using a cylindrical plastic mold with the diame ter of 3 cm. The vestibular side (the enamel) was exposed. Outer surface of enamel was flattened using watercooling discs (Minnesota Mining & MFG.Co.3M) of 180, 320 and 600 micron fineness. This procedure provided the parallel area of about 9 mm 2 to measure microhardness by Knoop's test. For the teeth halves from the first group which were subjected to 10% carbamide peroxide, ten individual trays were made before the treatment in order to simulate the situation in the mouth. A tray was made of flexible ethyl vinyl acetate polymer having 0.9 mm thickness (SoftTray, Ultradent Product. Inc). For each tooth the tray was made separately using a Vacuum former (Ultradent. Pro, US).
Experimental halves from the first group were subjected to 10% carbamide peroxide solution (pH 6.5) (Opalescence gel, Ultradent. Pro, US) for the time inter vals that corresponded to the clinical application of home night vital teeth bleaching technique (manufacturers recommendation). Their corresponding control halves were exposed to the artificial saliva for the same time intervals. All samples were immersed in tested bleaching agent and artificial saliva (experimental and control) for 8 hours during three weeks. Each half was covered with the tray and placed in a covered container containing artifi cial saliva (pH 7.0) at 37°C. After 8 hours, the halves were removed and rinsed with distilled unionized water for 5 seconds. During the remaining 16 hours (during the day), the fragments were immersed in separate closed contain ers with artificial saliva (pH 7.0) at 37°C. Artificial saliva in the containers was changed every third day. After comple tion of the treatment (21 days), experimental and control halves were stored in artificial saliva only, for three weeks. Knoop's microhardness test for experimental and control halves was done at the beginning of the experiment, after 8 hours, after three weeks of the treatment (21 days) and after three weeks of storage in artificial saliva, respectively.
Experimental halves from the second group were treated with 35% carbamide peroxide (pH 6.0) (Opalescence Quick, Ultradent. Pro, US) at intervals corresponding to the clinical application for vital teeth bleaching method in dental office while the control halves were subjected to artificial saliva for the same time intervals. The teeth halves were exposed to the tested bleaching agent and artificial saliva (experimental and control) for 60 minutes every second day (three times a week). For the remaining time, they were stored in containers with artificial saliva (pH 7.0) at 37°C. Knoop's microhardness test was evalu ated at the beginning, after 60 minutes of the treatment, following the series of three times of 60 minutes (at the end of the treatment) and after three weeks of storage in artificial saliva.
Three measurements in the middle third of the crown with a load of 50 grams during 30 seconds were performed for all samples from the first and the second group using the device Leitz Wetzlar 7569 (Germany). Statistical anal ysis was done using the analysis of variance (ANOVA) and Student ttest for independent samples.
RESULTS
The mean value of microhardness for the experimen tal samples exposed to 10% carbamide peroxide at the beginning of measurements was 273.08 khn, after 8h of exposure 261.06 khn, after three weeks of the treatment microhardness decreased to 222.15 khn. After the period of three weeks of exposure to artificial saliva, microhard ness of enamel increased to 262.53 khn (Table 1) . Changes in microhardness for the experimental samples were not statistically significant (F=0.670; p>0.05).
The average values of microhardness for the control samples were fairly consistent during the experiment. The difference in microhardness values between the experi mental and the control samples was not statistically signif icant (F=0.660; p>0.05).
The mean value of microhardness for the experimen tal samples exposed to 35% carbamide peroxide at the beginning of the experiment was 261.00 khn, after 1 hour of exposure to the bleaching gel decreased to 234.60 khn while after three hours it was 190.00 khn. After three weeks of storage in the artificial saliva, microhardness of the samples increased to 241.20 khn ( Table 2 ). The great est difference in microhardness values was found between the initial values and the values of microhardness after 3 hours of the treatment (t=5.139; p<0.05).
The average values of microhardness for the control samples were approximately the same during the experi ment. The difference in microhardness of the experimen tal and the control samples after the treatment using 35% carbamide peroxide was statistically significant (F=4.434; p<0.05).
The difference in the microhardness of the experimen tal and the control samples after a period of remineraliza tion was not statistically significant.
DISCUSSION
Hardness of solid substances can be determined by static, dynamic and special methods. Static methods by Knoop and Vickers are used to measure microhardness of hard dental tissues. The force exerted on a test indenter gradu ally increases to the maximum value [21]. Knoop's test for microhardness has been adopted as one of the main exper imental methods for the analysis of changes in enamel and dentin physical properties after exposure to various agents. That was the reason for its use in current study [3, 5, 6 ].
The most valid results for the detection of enamel phys ical properties alteration caused by different bleaching agents can be obtained from in vivo research. Buffering potential of saliva can not be ignored as well as its specific remineralization effect. The composition of saliva is vari able during the day making difficult to simulate physio logical conditions in the experimental setup [11] .
During the process of bleaching, hydrogen peroxide diffuses through the organic matrix of enamel. Hydrogen peroxide is oxidative agent and has ability to produce highly reactive peroxide and superoxide ions. Although bleaching is a complex process, the main reaction is oxida tion [22] . Molecular changes occur within the organic matter of hard tissues [4] . As a result of oxidation of the enamel organic and inorganic substance, the enamel matrix is dissolved and various side effects come out. The side effects appear as decrease in enamel microhardness and change of enamel morphological characteristics [23] . The effect of bleaching is directly dependent on exposure time and concentration of bleaching agent. Longer the period of exposure and the concentration of bleaching agent, a color change will be more pronounced. However, longer the oxidation process causes greater effects on hard tissue [19, 20, 21] . The impact of bleaching agents on possible side effects depends also on pH of the agent as well as on the quality of dental hard tissues [24] .
The current study found changes in microhardness of the treated enamel surface after application of carbamide peroxide in higher concentrations. Observed difference in enamel microhardness values is most probably result of different concentrations of bleaching agents and exposure times. The load (force), the diameter of diamond indenter and the indentation time were strictly controlled and stan dardized. In addition, bleaching agents used in this study had pH values above the critical for the demineralization of enamel. The results of this study also showed that there was no statistically significant reduction of microhardness after treatment with 10% carbamide peroxide. This can be explained by the fact that it is very low concentration of carbamide peroxide which breaks down onto 7% urea and 3% hydrogen peroxide after contact with the saliva and oral fluid. Hydrogen peroxide further breaks onto water and nascent free oxygen [1] . After keeping samples in arti ficial saliva, there was an increase in microhardness which can be associated to remineralization effect of saliva [25] . Results of the current study are consistent to the results of Murchison, Nathoo, Seghi, Unlu et al. [58] , who reported that microhardness of enamel remained the same after applying 10% carbamide peroxide. Results from our study are partially consistent to the study of Basting et al. who reported a significant reduction of enamel micro hardness after application of 10% carbamide peroxide but also upturn of the value after remineralization period of 7 days [22] . The reason for inconsistent results could be the fact that in their study the treatment lasted much longer (42 days).
In the current study, the effect of 35% carbamide perox ide on microhardness of enamel was significantly reduced after completion of the treatment (after 3 hours). A signif icant reduction in microhardness after completion of the treatment can be explained by the fact that 35% carb amide peroxide corresponds to 11.4% solution of hydro gen peroxide (the rest is urea) and it is still much higher concentration compared to 3% of hydrogen peroxide. Enamel microhardness values of the experimental samples returned to its original value after three weeks storage in artificial saliva. Since there was no significant difference between the control and the experimental samples and the values of microhardness returned after a period of remin eralization it was an indication that enamel was completely "recovered". Reaching the initial values of microhardness can be explained by remineralization effect of the saliva. Our results are also consistent to the results of Attin et al. [11] and Lewinstein et al. [16] , who showed a significant decrease in microhardness of enamel after the treatment with 35% carbamide peroxide. The results of the current study are partially in agreement with the results of Attin et al. [19] and Oltu et al.
[26] since they reported a significant reduction of enamel microhardness after the treatment completion which was not returned to the initial level after the period of remineralization. Their findings were explained by the fact that the samples were kept briefly in artificial saliva (5 days) after the treatment completion.
Inconsistent data obtained from different studies regarding the effect of bleaching agents on enamel micro hardness is the consequence of different methodologies used in research. This is especially true for the study of Attin et al. [19] , who used enamel from bovine teeth. It is known that bovine enamel has three times faster progres sion of the lesions compared to human enamel. Oltu et al.
[26] also showed a significant decrease of enamel micro hardness value after exposure to 35% carbamide peroxide which did not reach the initial level after expected period of remineralization. Given that previous studies reported the contradictory data regarding the effect of different concentrations of carbamide peroxide on the mechan ical properties of enamel, further research is required.
CONCLUSION
Based on the results from the current study it can be concluded that carbamide peroxide in the concentra tion of 10% does not affect the microhardness of enamel, while the concentration of 35% significantly reduces the enamel microhardness. 
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KRATAK SADRŽAJ
Uvod Sred stva ko ja se ko ri ste za iz be lji va nje zu ba mo gu da do ve du do pro me na na tvr dim zub nim tki vi ma. Cilj ovog ra da je bio da se is pi ta efe kat dve kon cen tra ci je (10% i 35%) kar ba mid-pe rok si da, sred stva za iz be lji va nje zu ba, na mi kro tvr do ću gle đi. Ma te ri jal i me to de ra da Is tra ži va nje je oba vlje no na 10 eks tra ho va nih zu ba po de lje nih u dve gru pe. Svi zu bi su pre se če ni di jamant skim di skom u me zi o di stal nom prav cu, ka ko bi se do bi li eks pe ri men tal ni i kon trol ni uzor ci. Pr va gru pa je iz la ga na kon centra ci ji od 10% kar ba mid-pe rok si da (Opa le scen ce gel, Ul tra dent . Pro, US) u vre men skim in ter va li ma ko ji od go va ra ju pri me ni tzv. kuć no-noć ne teh ni ke be lje nja vi tal nih zu ba. Dru ga gru pa je iz la ga na kon cen tra ci ji od 35% kar ba mid-pe rok si da (Opa le scen ce Qu ick, Ul tra dent . Pro, US) u vre men skim in ter va li ma ko ji od go va ra ju pri me ni am bu lant ne teh ni ke be lje nja vi tal nih zu ba. Kon trol ni uzor ci su iz la ga ni ve štač koj plju vač ki u istim vre men skim in ter va li ma kao i eks pe ri men tal ne po lo vi ne. Kno pov (Kno op) test me renja mi kro tvr do će gle đi pri me njen je na po čet ku, po sle pr ve fa ze te ra pi je, na kra ju te ra pi je i po sle tri ne de lje iz lo že no sti ve štač koj plju vač ki. Re zul ta ti su sta ti stič ki ob ra đe ni pri me nom ana li ze va ri jan se (ANO VA) i Stu den to vog t-te sta. Re zul ta ti Vred no sti mi kro tvr do će gle đi eks pe ri men tal nih uzo ra ka tre ti ra nih de se to pro cent nim ras tvo rom kar ba mid-pe rok si da se sma nju ju na kon osam sa ti (261 khn) i na kon tri ne de lje tret ma na (222 khn), a po ve ća va ju po sle tri ne de lje iz lo že no sti ve štač koj plju vač ki (263 khn). Iz me re no sma nje nje vred no sti mi kro tvr do će za gleđ ko ja je tre ti ra na ovom kon cen tra ci jom kar ba mid-pe roksi da ni je bi lo sta ti stič ki zna čaj no. Vred no sti mi kro tvr do će gle đi eks pe ri men tal nih uzo ra ka tre ti ra nih tri de set pe to pro cent nim rastvo rom kar ba mid-pe rok si da se sma nju ju na kon jed nog sa ta (235 khn) i tri sa ta (190 khn), a po ve ća va ju po sle tri ne de lje iz lo že no sti ve štač koj plju vač ki (241 khn). Sma nje nje vred no sti mi kro tvr do će za gleđ ko ja je tre ti ra na ovom kon cen tra ci jom kar ba mid-pe roksi da bi lo je sta ti stič ki zna čaj no i u okvi ru gru pe eks pe ri men tal nih uzo ra ka i u od no su na kon trol ne uzor ke. Za klju čak Kar ba mid-pe rok sid u kon cen tra ci ji od 35% do vo di do zna čaj nog sma nje nja mi kro tvr do će gle đi u od no su na efe kat dese to pro cent nog ras tvo ra kar ba mid-pe rok si da.
Ključ ne re či: kar ba mid-pe rok sid; be lje nje zu ba; mi kro tvr do ća gle đi
UVOD
Bo ja ili be li na zu ba, kao svo je vr sni in di ka tor zdra vlja, ujed no je i ve o ma va žan fak tor mla do sti i le po te. U po tra zi za što kon zer va tiv ni jim, naj ma nje agre siv nim i eko nom ski pri hva tlji vim tret ma nom, be lje nje zu ba je po sta lo jed na od va žnih op ci ja u sto ma to lo škoj prak si. Pr vi opis teh ni ke iz be lji va nja vi tal nih zu ba, ko ji su 1989. go di ne ob ja vi li Hej vud (Haywo od) i Hej man (Heymann) [1] , otvo rio je no vo po gla vlje u pri stu pu tret ma na dis ko lo ri sa nih zu ba. Da nas se na tr ži štu uglav nom na la ze ma te ri ja li za iz be lji va nje zu ba či ju ak tiv nu sup stan cu či ni vo do nik pe rok sid ili kar ba midpe rok sid. Kar ba midpe rok sid u kon cen tra ci ji od 10% do 22% osnov ni je agens u pri me ni tzv. kuć no noć ne teh ni ke iz be lji va nja vi tal nih zu ba, dok se u kon cen tra ci ji od 35% pri me nju je za am bu lant no iz be lji va nje. Kar ba midpe rok sid se in si tu raz la že na ureu, amo ni jak, ugljendi ok sid, vo du i vo do nikpe rok sid, ko ji je ak tiv na sup stan ca [2] . Sred stva za iz be lji va nje zu ba stva ra ju i pro me ne u he mij sko fi zič koj i mor fo lo škoj struk tu ri gle đi, pa se i to mo ra uze ti u ob zir pri li kom ovog te ra pij skog po stup ka. Is tra ži va nja po ka zu ju da po sto ji bli ska ve za iz me đu pro me na na po vr ši ni gle đi (pro me ne mi kro tvr do će, struk tu r ne pro me ne po vr ši ne) i kon cen tra ci je sred sta va za iz be lji va nje [3, 4] . Do sa da šnja is tra ži va nja uti ca ja kar ba midpe rok si da na gleđ to kom iz be lji va nja zu ba po ka zu ju zna čaj ne kon tra dik tor no sti [5 8] . Re zul ta ti uka zu ju na to da su even tu al ne pro me ne ne znat ne i da se vra ća ju na pr vo bit ni ni vo na kon pre stan ka te ra pi je, dok dru gi na la zi go vo re su prot no. Fe re i ra (Fer re i ra) i sa rad ni ci [9] su u svom is tra ži va nju po ka za li da kon takt gle đi sa ge lom za iz be lji va nje (pH 5,5) u krat kom vre men skom pe ri o du (ne du žem od 30 mi nu ta) ne do vo di do pro me na u mi kro tvr do ći. S dru ge stra ne, is tra ži va nja Rot štaj na (Rot stein) i sa rad ni ka [4] , Le o nar da (Le o nard) i sa rad ni ka [10] , Ati na (At tin) i sa rad ni ka [11] i dru gih auto ra uka zu ju na to da po sto ji zna čaj no sma nje nje mi kro tvr do će gle đi zu ba i na kon pe ri o da re mi ne ra li za ci je. No vi ja is tra ži va nja Ba stin go ve (Ba sting) i sa rad ni ka [12] ta ko đe uka zu ju na zna čaj no sma nje nje mi kro tvr do će gle đi na kon pri me ne de se to pro cent nog ras tvo ra kar ba midpe rok si da u tra ja nju od osam sa ti dnev no to kom 42 da na. Ove vred no sti se po sle pe ri o da re mi ne ra li za ci je od se dam da na vra ća ju na po čet ni ni vo. Is tra ži va nja Ara u ha (Ara u jo) i sa rad ni ka [13] su uka za la na zna čaj no sma nje nje mi kro tvr do će gle đi na kon pri me ne de se to pro cent nog ras tvo ra kar ba midpe rok si da u tra ja nju od jed nog sa ta ili se dam sa ti dnev no to kom tri ne de lje u oba slu ča ja. Šmit (Smidt) i sa rad ni ci [14] su po ka za li da je sma nje nje mi kro tvr do će gle đi ma nje na kon iz la ga nja zu ba kar ba midpe rok si du u kon cen tra ci ji od 10% (šest sa ti dnev no to kom 16 da na) ge lo vi ma či ji je pH u op se gu od 4,3 do 5,5.
Efe kat vi so kih kon cen tra ci ja pre pa ra ta na ba zi kar ba mid pe rok si da (35%) i vo do nikpe rok si da (3038%), ko je se ko ri ste u am bu lant nim uslo vi ma be lje nja zu ba (engl. po wer ble aching), ta ko đe je pro ve ra van u funk ci ji pro me ne bi o me ha nič kih oso bi na gle đi. Ove kon cen tra ci je se ina če ko ri ste ili kao za seb na teh ni ka, ili u kom bi na ci ji sa kuć nonoć nom teh ni kom iz be lji va nja. Kon cen tra ci ja od 35% kar ba midpe rok si da je naj ve ća na tr ži štu, a od go va ra kon cen tra ci ji od 11,4% ras tvo ra vo do nik pe rok si da. U is tra ži va nju Su li ma na (Su li e man) i sa rad ni ka [15] ni je na đe na zna čaj na pro me na mi kro tvr do će gle đi na kon pri me ne tri de set pe to pro cent nog ras tvo ra kar ba midpe rok si da to kom 30 mi nu ta. Is tra ži va nja Ati na i sa rad ni ka [11] i Le vin štaj na (Le win ste in) i sa rad ni ka [16] uka zu ju na zna čaj no sma nje nje mi kro tvr do će gle đi na kon tret ma na kon cen tra ci jom od 35% vo do nikpe rok si da ili kar ba midpe rok si da, ko ja se pot pu no vra ća na kon tret ma na sa 0,05% ras tvo ra flu o ri da [11, 16] . Po sto ji ve li ki broj stu di ja ko je uka zu ju na raz li či te vred no sti sma nje nja mi kro tvr do će gle đi po sle pri me ne tri de set pe to pro cent nog ras tvo ra kar ba midpe rok si da [3, 1720] .
Cilj ovog ra da je bio da se is pi ta efe kat dve raz li či te kon cen tra ci je pre pa ra ta kar ba midpe rok si da na mi kro tvr do ću gle đi zu ba.
MATERIJAL I METODE RADA
U eks pe ri men tu je ko ri šće no de set iz ni klih in takt nih ne ka ri je snih pre mo la ra i tre ćih mo la ra iz va đe nih iz or to dont skih raz lo ga. Zu bi su svr sta ni u dve gru pe od po pet zu ba. Eks tra ho va ni zu bi pr ve i dru ge gru pe su, ra di spre ča va nja de hi dra ta ci je, po sle va đe nja po ta pa ni u de sti lo va nu i de jo ni zo va nu vo du na 37°C. Po tom su pre me šte ni u ul tra zvuč no ku pa ti lo i či šće ni tri pu ta po 15 mi nu ta. Ne po sred no pre iz vo đe nja eks pe ri men ta ču va ni su u ve štač koj plju vač ki u vo de nom ku pa ti lu na tem pe ra tu ri od 37°C 24 ča sa. Di ja mant skim di skom i ni sko tu ra žnim mo to rom sa sva kog zu ba je uklo njen ko ren 23 mm api kal no od gleđ noce ment ne gra ni ce. Zu bi su po tom ise če ni u me zi o di stal nom prav cu di ja mant skim di skom (Ge br. Bras se ler & KO MET, Ger many) i ni sko tu ra žnim mo to rom či me su do bi je na dva de la od ko jih je je dan bio eks pe ri men tal ni a dru gi kon trol ni. Sva ki deo je za tim ulo žen u auto po li me ri zu ju ći akri lat (Sim gal-R, Ga le ni ka), u ci lin drič ne pla stič ne ka lu pe preč ni ka od 3 cm, ta ko da je ve sti bu lar na stra na (gleđ) bi la slo bod na. Spo lja šnja po vr ši na zub ne gle đi je po rav na ta vo de nohla đe nim dis ko vi ma (Min ne so ta Mi ning & MFG.Co.3M) fi no će od 180, 320 i 600 μm. Ovaj po stu pak je obez be dio pa ra lel ne po vr ši ne od oko 9 mm 2 za me re nje mi kro tvr do će Kno po vim (Kno op) te stom. Za de lo ve zu ba pr ve gru pe, ko ji su iz la ga ni de se to pro cent nom ras tvo ru kar ba midpe rok si da, pre po čet ka tret ma na na pra vlje no je de set po je di nač nih tre je va, ka ko bi se si mu li ra la si tu a ci ja u usti ma. Trej je bio na pra vljen od flek si bil nog etilvi nil ace tat nog po li me ra de blji ne 0,9 mm (Soft-Tray, Ul tra dent Pro duct. Inc) za sva ki zub po je di nač no u va ku umfor me ru (Ul tra dent. Pro, US).
Eks pe ri men tal ni de lo vi zu ba pr ve gru pe iz la ga ni su kar ba midpe rok si du (pH 6,5) u kon cen tra ci ji od 10% (Opa le scen ce gel, Ul tra dent. Pro, US) u in ter va li ma ko ji od go va ra ju kli nič koj pri me ni kuć nonoć ne teh ni ke iz be lji va nja vi tal nih zu ba (pre po ru ka pro iz vo đa ča). Nji ho ve od go va ra ju će kon trol ne po lo vi ne su u istim vre men skim in ter va li ma iz la ga ne ve štač koj plju vač ki. Svi uzor ci zu ba su po ta pa ni u sred stvo i ve štač ku plju vač ku u tra ja nju od osam sa ti to kom tri ne de lje, ta ko što je sva ki deo pre kri ven tre jem i po sta vljen u za tvo re nu po su du s ve štač kom plju vač kom (pH 7,0) na 37°C. Po sle osam sa ti va đe ni su iz po su di ca i is pi ra ni de sti lo va nom ne jo ni zo va nom vo dom pet se kun di. Za vre me pre o sta lih 16 sa ti (to kom da na) uzor ci su po ta pa ni u za seb ne za tvo re ne po su de s ve štač kom plju vač kom (pH 7,0) na 37°C. Ve štač ka plju vač ka u kon tej ne ri ma je me nja na sva kog tre ćeg da na. Po za vr šet ku tret ma na (21 dan) uzor ci obe gru pe su ču va ni sa mo u ve štač koj plju vač ki tri ne de lje. Kno pov test mi kro tvr do će i eks pe ri men tal nih i kon trol nih uzoraka je pri me njen na po čet ku eks pe ri men ta, na kon osam sa ti i po sle tri ne de lje tret ma na, od no sno po sle tri ne de lje sta ja nja u ve štač koj plju vač ki.
Eks pe ri men tal ni de lo vi zu ba dru ge gru pe tre ti ra ni su kar ba midpe rok si dom (pH 6,0) u kon cen tra ci ji od 35% (Opa le scen ce Qu ick, Ul tra dent. Pro, US) u vre men skim in ter va li ma ko ji od go va ra ju kli nič koj pri me ni am bu lant nog iz be lji va nja vi tal nih zu ba, a kon trol ne po lo vi ne u istim vre men skim in ter va li ma iz la ga ne su ve štač koj plju vač ki. Svi uzor ci su iz la ga ni agen su i ve štač koj plju vač ki to kom 60 mi nu ta sva ka dva da na (tri pu ta ne delj no). Pre o sta lo vre me su skla di šte ni u po su de s ve štač kom plju vač kom (pH 7,0) na 37°C. Kno po vim te stom je pro ve ra va na mi kro tvr do ća: na po čet ku, na kon 60 mi nu ta tret ma na, po sle se ri je od tri pu ta po 60 mi nu ta (kraj te ra pi je) i po sle tri ne de lje sta ja nja u ve štač koj plju vač ki.
Za sve uzor ke obe gru pe vr še na su tri me re nja u sred njoj tre ći ni kru ni ce zu ba s op te re će njem na sva kom de lu zu ba od 50 g 30 se kun di na apa ra tu Le itz Wet zlar 7569 (Ger many). Za sta ti stič ku ob ra du po da ta ka pri me nje ni su ana li za va ri jan se (ANO VA) i Stu den tov ttest za ne za vi sne uzor ke.
REZULTATI
Sred nja vred nost mi kro tvr do će eks pe ri men tal nih uzo ra ka iz la ga nih de se to pro cent nom ras tvo ru kar ba midpe rok si da na po čet ku me re nja bi la je 273,08 khn, na kon osam sa ti 261,06 khn, da bi se po sle tri ne de lje tret ma na sma nji la na 222,15 khn, dok se po sle pe ri o da iz la ga nja ve štač koj plju vač ki u tra ja nju od tri ne de lje po ve ća la na 262,53 khn (Ta be la 1). Pro me ne mi kro tvr do će eks pe ri men tal nih uzo ra ka ni su bi le sta ti stič ki zna čaj ne (F=0,670; p>0,05).
Sred nje vred no sti mi kro tvr do će kon trol nih uzo ra ka bi le su pri lič no ujed na če ne to kom eks pe ri men ta. Raz li ke u vred no sti ma mi kro tvr do će iz me đu eks pe ri men tal nih i kon trol nih uzo ra ka ni su bi le sta ti stič ki zna čaj ne (F=0,660; p>0,05).
Sred nja vred nost mi kro tvr do će eks pe ri men tal nih uzo ra ka iz la ga nih tri de set pe to pro cent nom ras tvo ru kar ba midpe rok si da na po čet ku eks pe ri men ta bi la je 261,00 khn, na kon jed nog sa ta iz la ga nja ge lu sma nji la se na 234,60 khn, a po sle tri sa ta na 190,00 khn, da bi se po sle tri ne de lje sta ja nja u ve štač koj plju vač ki po ve ća la na 241,20 khn (Ta be la 2). Naj ve ća raz li ka u vred no sti ma mi kro tvr do će uoče na je iz me đu po čet nih i vred no sti po sle tri sa ta tret ma na (t=5,139; p<0,05).
Sred nje vred no sti mi kro tvr do će kon trol nih uzo ra ka su i ov de bi le pri bli žno istih vred no sti to kom tra ja nja eks pe ri men ta. Raz li ke u vred no sti ma mi kro tvr do će eks pe ri men tal nih i kon trol nih uzo ra ka po sle tret ma na kar ba midpe rok si dom u kon cen tra ci ji od 35% bi le su sta ti stič ki zna čaj ne (F=4,434; p<0,05).
Raz li ke u vred no sti ma mi kro tvr do će eks pe ri men tal nih i kon trol nih uzo ra ka na kon pe ri o da re mi ne ra li za ci je ni su bi le sta ti stič ki zna čaj ne.
DISKUSIJA
Tvr do ća čvr stih sup stan ci mo že se od re di ti sta tič kim, di na mič kim i spe ci jal nim me to da ma. Sta tič ke me to de po Kno pu i Vi ker su (Vic kers) ko ri ste se za me re nje mi kro tvr do će čvr stih zub nih tki va, a si la is pi ti va nja ko ja de lu je na uti ski vač po ste pe no se po ve ća va do mak si mal ne vred no sti [21] . Kno pov test tvr do će je usvo jen kao je dan od osnov nih eks pe ri men tal nih me to da za ana li zu fi zič kih pro me na gle đi i den ti na na kon dej stva raz li či tih agen sa, što je bio i glav ni raz log da se pri me ni u ovom is tra ži va nju [3, 5, 6] . Naj va lid ni ji re zul ta ti fi zič kih pro me na gle đi pod dej stvom raz li či tih agen sa za iz be lji va nje mo gu se do bi ti is tra ži va njem u uslo vi ma in vi vo. Pu fer ski po ten ci jal plju vač ke se ne mo že za ne ma ri ti, a po go to vo ne njen re mi ne ra li za ci o ni efe kat. Sa stav plju vač ke se če sto me nja u to ku sa mo jed nog da na, što znat no ote ža va si mu la ci ju fi zi o lo ških uslo va u eks pe ri men tal noj sre di ni [11] .
To kom pro ce sa iz be lji va nja zu ba vo do nikpe rok sid di fun du je kroz or gan ski ma triks gle đi. Vo do nikpe rok sid je ok si da ci o ni agens i ima spo sob nost da pro iz vo di slo bod ne ra di ka le per hi drok sil ni i su per ok sid ni jon, ko ji su ve o ma re ak tiv ni. Iako je iz be lji va nje zu ba slo žen pro ces, glav na re ak ci ja je re ak ci ja ok si da ci je [22] . To kom ovog pro ce sa do la zi do mo le ku lar nih pro me na u okvi ru or gan ske struk tu re tvr dih zub nih tki va [4] . Kao po sle di ca ok si da ci je or gan skog i neo r gan skog sa sta va gle đi ras tva ra se gleđ ni ma triks i ja vlja ju se spo red ni efek ti. Oni se ogle da ju u pro me ni mi kro tvr do će gle đi i nje nih mor fo lo ških oso bi na [23] . Efe kat iz be lji va nja di rekt no za vi si od vre me na iz la ga nja sred stvu za be lje nje i nje go ve kon cen tra ci je. Što je du ži pe riod iz la ga nja i kon cen tra ci ja sred stva za iz be lji va nje ve ća, to je pro me na bo je iz ra zi ti ja, ali je i pro ces ok si da ci je du ži, pa ta ko i nje gov efe kat na tvr da zub na tki va [19, 20, 21] . Dej stvo ma te ri ja la za iz be lji va nje (u smi slu po ja ve spo red nih efe ka ta) ta ko đe za vi si od pH vred no sti sred stva za be lje nje, ali i od kva li te ta tvr dih zub nih tki va [24] .
Re zul ta ti ovog is tra ži va nja su po ka za li pro me ne u mi kro tvr do ći tre ti ra ne gle đi na kon pri me ne ve će kon cen tra ci je kar ba midpe rok si da. Uoče ne raz li ke u vred no sti ma mi kro tvr do će gle đi ve ro vat no su po sle di ca raz li či tih kon cen tra ci ja agen sa za iz be lji va nje, od no sno tra ja nja nji ho ve pri me ne, bu du ći da su op te re će nje (si la), preč nik di ja mant nog uti ski va ča i vre me uti ski va nja bi li stro go kon tro li sa ni i stan dar di zo va ni. Osim to ga, pre pa ra ti ko ji su ko ri šće ni u ovom is tra ži va nju ima ju pH vred no sti ko je su iz nad kri tič nih za de mi ne ra li za ci ju gle đi. Re zul ta ti su ta ko đe po ka za li da ni je do šlo do sta ti stič ki zna čaj nog sma nje nja mi kro tvr do će po sle pri me ne de se to pro cent nog ras tvo ra kar ba midpe rok si da. Ovo se mo že ob ja sni ti či nje ni com da je reč o ve o ma ni skoj kon cen tra ci ji kar ba midpe rok si da, ko ja se u kon tak tu s plju vač kom i teč no sti ma u usti ma raz la že na sed mo pro cent nu ureu i tro pro cent ni vo do nikpe rok sid, a da lje na vo du i slo bod ni na scent ni ki se o nik [1] . Po sle ču va nja uzo ra ka u ve štač koj plju vač ki mi kro tvr do ća gle đi se po ve ća la, što se do vo di u ve zu s re mi ne ra li za ci o nim dej stvom plju vač ke [25] . Do bi je ni na la zi su u skla du s re zul ta ti ma is tra ži va nja Mar či so na (Mur chi son) i sa rad ni ka [5] , Na toa (Nat hoo) i sa rad ni ka [6] , Se nji ja (Seg hi) i Den ri ja (De nry) [7] i Un lua (Un lu) i sa rad ni ka [8] , ko ji ta ko đe ni su uoči li pro me ne mi kro tvr do će gle đi na kon pri me ne de se to pro cent nog ras tvo ra kar ba midpe rok si da. Ovi re zul ta ti su de li mič no u skla du i sa is tra ži va njem Ba stin go ve (Ba sting) i sa rad ni ka [22] , ko ji su usta no vi li zna čaj no sma nje nje mi kro tvr do će gle đi po sle pri me ne ove kon cen tra ci je kar ba midpe rok si da, ali i vra ća nje ovih vred no sti po sle re mi ne ra li za ci je od sa mo se dam da na. Raz log za ove raz li ke u re zul ta ti ma mo gao bi da le ži u či nje ni ci da je tret man tra jao znat no du že -42 da na.
Ana li za dej stva kar ba midpe rok si da u kon cen tra ci ji od 35% na mi kro tvr do ću gle đi u ovom is tra ži va nju uka zu je na nje no zna čaj no sma nje nje po za vr šet ku tret ma na (po sle tri sa ta). Ovo sma nje nje se mo že ob ja sni ti či nje ni com da kar ba midpe rok sid u ovoj kon cen tra ci ji od go va ra ras tvo ru vo do nikpe rok si da od 11,4% (osta tak či ni urea), što je ipak vi ša kon cen tra ci ja vo do nikpe rok si da u od no su na tro pro cent ni ras tvor. Vred no sti mi kro tvr do će gle đi eks pe ri men tal nih uzo ra ka su se po sle tri ne de lje sta ja nja u ve štač koj plju vač ki vra ti le na po čet ne. S ob zi rom na to da ni je za be le že na zna čaj na raz li ka iz me đu kon trol nih i eks pe ri men tal nih uzo ra ka, te da su se vred no sti mi kro tvr do će gle đi na kon pe ri o da re mi ne ra li za ci je vra ti le na po čet ne, mo že se re ći da se gleđ pot pu no "opo ra vi la". Do sti za nje vred no sti mi kro tvr do ća do po čet nog ni voa mo že se ob ja sni ti re mi ne ra li za ci o nim efek tom plju vač ke. Do bi je ni na la zi su u skla du s re zul ta ti ma is tra ži va nja Ati na i sa rad ni ka [11] i Le vin štaj na i sa rad ni ka [16] , a de li mič no i u sa gla sno sti s re zul ta ti ma dru ge stu di je Ati na [19] i is tra ži va nja Ol tua (Ol tu) i sa rad ni ka [26] , ko ji su uoči li zna čaj no sma nje nje mi kro tvr do će gle đi na kon pre stan ka tret ma na, ko ja se na kon pe ri o da oče ki va ne re mi ne ra li za ci je ni je vra ti la na po čet ni ni vo. Oni ovo tu ma če či nje ni com da su uzor ci po za vr šet ku tret ma na krat ko ču va ni u ve štač koj plju vač ki (pet da na).
Raz li či ti po da ci o pro me ni mi kro tvr do će gle đi po sle pri me ne sred sta va za iz be lji va nje do bi je ni u dru gim stu di ja ma po sle di ca su pri me ne raz li či tih me to do lo gi ja is tra ži va nja. Ovo se po seb no od no si na stu di ju Ati na i sa rad ni ka [19] ko ja je iz ve de na na go ve đoj gle đi, za ko ju se zna da ima tri pu ta br žu pro gre si ju le zi ja u od no su na gleđ kod lju di. Ol tu i sa rad ni ci [26] su ta ko đe uka za li na zna čaj no sma nje nje mi kro tvr do će po sle dej stva kar ba midpe rok si da u kon cen tra ci ji od 35%, ko je, i po sle pe ri o da oče ki va ne re mi ne ra li za ci je, ni je do sti gla po čet ni ni vo. S ob zi rom na to da su na la zi do sa da šnjih stu di ja dej stva raz li či tih kon cen tra ci ja kar ba midpe rok si da na me ha nič ka svoj stva gle đi zu ba opreč na, neo p hod na su da lja is tra ži va nja u ovoj obla sti sto ma to lo gi je.
ZAKLJUČAK
Na osno vu do bi je nih re zul ta ta mo že se za klju či ti da kar ba midpe rok sid u kon cen tra ci ji od 10% ne uti če na mi kro tvr do ću gle đi, dok kon cen tra ci ja od 35% do vo di do nje nog zna čaj nog sma nje nja.
